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AI Biomedicinska uporabnost gensko spremenjenih imunskih celic (predvsem 
limfocitov T) izkazuje veliko vrednost za zdravljenje malignih bolezni. V limfocitih 
T se izražajo različni molekulski konstrukti za terapevtske učinkovine, ki lahko 
vplivajo na potek bolezni. Za vstavljanje mRNA molekulskih konstruktov himernih 
antigenskih receptorjev (CAR T), ki smo jih v celice celičnih linij Jurkat želeli 
vstaviti v nalogi, smo uporabili elektroporacijo. Z optimizacijo postopkov smo 
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periferno kri pacienta, kjer bi se izrazil protein konstrukta in opravil svojo nalogo. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
7-AAD   7-Aminoaktinomicin D 
AK   aminokislina 
ALL   akutna limfoblastna levkemija B celic 
AMP   adenozin monofosfat 
APC   antigen predstavitvena celica (ang. antigen-presenting cell) 
B   limfociti B 
bp   bazni par 
CAR   himerni antigenski receptor (ang. chimeric antigen receptor) 
CD   celični površinski označevalci (ang. cluster of differentation) 
CD3   T celični koreceptor, ki je značilen za vse limfocite T 
CD19  membranski glikoprotein, ki je značilen za vse limfocite B (razen 
plazmatk) 
CMV   citomegalovirus 
CRS   sindrom sproščanja citokinov 
DAPI   4′,6-diamidino-2-fenilindol 
dH2O   destilirana voda 
DMSO   dimetil sulfoksid 
DNaze   deoksiribonukleaze 
eIF4E   iniciacijski faktorja 4E 
E-PAP   encim za pripenjanje nukleotidov na 3' konec mRNA 
FITC   fluorescein izotiocianat (ang. fluorescein isothiocyanate) 
FCS   fetalni telečji serum (ang. fetal calf serum) 
FDA  agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
GFP   zeleni fluorescenčniprotein (ang. green fluorescent protein) 
HIV  virus humane imunske pomankljivosti (ang. human immunodeficiency 
virus) 
IF   iniciacijski faktor 
IFN-g   protivnetni citokin interferon gamma 
IL-6   interlevkin 6 
IVT   transkripcija in vitro 
KI   Kemijski inštitut 
LB   medij Luria-Bertani 
m5C   5-metilcitozinom 
m6A   N6-metiladenozinom 
MCHERRY  rdeči fluorescentni protein  
METTL 3  N6-adenozin-metiltransferaza 3 
METTL 14  N6-adenozin-metiltransferaza 14 
MHC poglavitni histokompatibilnosti kompleks (ang. major 
histocompatibility complex)  
PBMC  enojedrne celice periferne krvi (ang. peripheral blood mononuclear 
cell) 
PBS   fosfatni pufer z NaCl 
RNaze   ribonukleaze     
scFv   enoverižni variabilni fragment protitelesa 
T25   gojitvena posodica s površino 25 cm2 
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T75   gojitvena posodica s površino 75 cm2 
T    limfociti T 
TBE   Tris-Borat-EDTA pufer 
Tc   limfocit T - celica ubijalka 
TCR   T celični receptor 
Th   limfocit T- celica pomagalka 
TIL   terapija z limfociti, ki infiltrirajo tumor 
Treg   limfocit T- regulatorna celica 
UTR   neprevedljiva regija 
UV   ultravijolična svetloba 
ZDA   Združene države Amerike 
ZTM   Zavod RS za transfuzijsko medicino 
WTAP   regulativna podenota za tvorbo kompleksa metiltransferaze 
Ψ   pseudouridin  
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA  
 
Raziskovalci raziskujejo nove in primernejše pristope za zdravljenje bolezni, ki so v 
današnjem svetu pereč problem. Potencialna biomedicinska uporabnost gensko 
spremenjenih imunskih celic je zelo raznovrstna. Trenutno se velik delež raziskav usmerja 
v spreminjanje celic, ki bi služile zdravljenju malignih bolezni. Imunske celice, pridobljene 
iz periferne krvi, predvsem limfociti T, se v laboratorijskih pogojih gensko spremenijo. V 
njih se izražajo različni molekulski konstrukti za terapevtske učinkovine, ki lahko posredno 
ali neposredno vplivajo na potek bolezni in potencialno izboljšajo klinično sliko. Gensko 
spremenjene in namnožene imunske celice se potem vrnejo v periferno kri bolnika in izrazijo 
protein konstrukta, ki ob prepoznavi antigena ali liganda ciljnih celic opravijo svojo prvotno 
nalogo in uničijo cilj ali omilijo potek in napredovanje bolezni. Do danes so bili v ZDA in 
Evropi registrirani že trije terapevtiki, ki se uporabljajo za zdravljenje akutne limfoblastične 
levkemije pri otrocih in mladostnikih ter določenih tipov Hodgkinovega limfoma. V 
prihodnje pričakujemo še veliko več takšnih terapevtikov, saj razvoj v tej smeri hitro 
napreduje, odziv pacientov pa je v primerjavi z ostalimi metodami zdravljenja odličen.  
 
1.2 NAMEN NALOGE IN CILJI 
 
Namen naloge je bil vzpostaviti vektorje za himerne antigenske receptorje (CAR) na osnovi 
mRNA, jih z metodo elektroporacije vnesti in optimizirati vnos v ciljne celice celičnih linij 
Jurkat z namenom, da jih uporabimo na izoliranih limfocitih T.  
 
Cilji naloge:  
– v celice celične linije Jurkat vnesti molekulske konstrukte z elektroporacijo in 
optimirati pogoje vnosa, 
 
– optimirati pogoje gojenja in proliferacije celic, ki izražajo molekulski konstrukt. 
 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE  
 
Hipoteza 1: Z elektroporacijo lahko v limfocitih T izrazimo molekulske konstrukte na osnovi 
mRNA. 
 
Hipoteza 2: Raven izražanja konstruktov lahko zaznamo v > 10 % elektroporiranih celic. 
 
Hipoteza 3: Postopek elektroporacije z vnosom mRNA specifično spremeni fenotip celicam 
celične linije Jurkat. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 LIMFOCITI T  
 
Imunski sistem je združba celic, organov, procesov in molekul, ki nadzorujejo organizem in 
ga varujejo pred patogeni, npr. okužbami, tujki, rakom, idr. Imunska celica lahko po 
prepoznavi tujek uniči z membransko lizo ali ga s fagocitozo onesposobi. Pomembne celice 
imunske odpornosti so tudi limfociti. Limfociti predstavljajo približno 20−30 % populacije 
belih krvničk (levkocitov). Ločimo limfocite T, limfocite B in naravne celice ubijalke 
(Delves in sod., 2017). Limfociti T se razvijejo iz pluripotentne matične celice v kostnem 
mozgu. Predhodnice limfocitov T potujejo iz kostnega mozga do priželjca, kjer dozorijo 
(Actor, 2014). 
 
Večina limfocitov kroži po telesu v krvi in limfi. Limfociti T so majhni, z zelo malo 
citoplazemskimi organeli in neaktivnim kondenziranim jedrnim kromatinom. Med 
kroženjem naletijo na specifičen antigen, ki reagira z antigenskimi receptorji na celični 
površini. Veliko število limfocitov najdemo tudi v primarnih (nastanek limfocitov T) in 
sekundarnih limfatičnih organih (aktivacija limfocitov T) (Murphy in Weaver, 2017). 
 
Limfociti T opravljajo tri glavne funkcije in na podlagi teh jih razdelimo v tri široke 
podskupine (slika 1): celice pomagalke – Th (Murphy in Weaver, 2017), ki nudijo pomoč 
drugim celicam pri imunskem odzivu (Delves in sod., 2017). Prav tako dajejo signale, 
pogosto v obliki citokinov, ki aktivirajo funkcije drugih celic, kot sta tvorba protiteles v 
limfocitih B in ubijanje patogenov z makrofagi (Murphy in Weaver, 2017). Druga 
podskupina so celice ubijalke – Tc, ki ubijajo z virusi okužene celice in rakave celice (Delves 
in sod., 2017). Regulatorne celice – Treg služijo omejevanju prekomernih in nezaželenih 
imunskih odzivov (Delves in sod., 2017) in zavirajo aktivnost drugih limfocitov (Murphy in 
Weaver, 2017). 
 
Slika 1: Razdelitev limfocitov T glede na njihovo funkcijo (Delves in sod., 2017). 
Limfocite T (T) delimo na celice pomagalke (Th), regulatorne celice (Treg) in celice ubijalke (Tc) (Delves in 
sod., 2017). 
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Limfociti T so osrednji akterji v imunskem sistemu in lahko ustvarijo visoko specifične 
celične receptorje na površini imenovane T celični receptorji (TCR). TCR je membranski 
receptor, sestavljen iz verig α in ß (slika 2). Vsaka od verig se zloži v dve domeni, prva ima 
relativno stalno strukturo, druga pa ima visoko stopnjo variabilnosti (Delves in sod., 2017). 
Vsak limfocit ima TCR le ene specifičnosti (Actor, 2014). S pomočjo teh specifičnih 
receptorjev prepoznajo antigene, ki so telesu praviloma tuje snovi (Delves in sod., 2017). Po 
navadi so v obliki beljakovin v velikosti 8–20 AK (Smith-Garvin in sod., 2009). Limfociti 
T s svojim TCR ne morejo prepoznati samega peptidnega epitopa, temveč potrebujejo 
predstavitveno molekulo antigena, ki se imenuje MHC (poglavitni histokompatibilnostni 
kompleks) (Actor, 2014). Torej limfociti T prepoznajo antigene, ki so s pomočjo molekule 
MHC vezani na antigen predstavitvene celice (APC) (Delves in sod., 2017).  
 
 
Slika 2: Zgradba T celičnega receptorja  (Murphy in Weaver, 2017).  
TCR je sestavljen iz verig α in β, združeni sta v dve domeni: spremenljivo območje (»ang. variable region«), 
s katerim prepoznajo antigen in konstantno območje z efektorsko nalogo (»ang. constant region«) (Murphy in 
Weaver, 2017). 
  
2.1.1 Aktivacija limfocitov T 
 
Aktivacija se pri limfocitih T (slika 3) zgodi s srečanjem z antigen predstavitvenimi celicami 
(APC). Na mestih okužbe so APC z molekulo MHC vezale antigen in se preselile v 
sekundarne limfatične organe, npr. bezgavke (Murphy in Weaver, 2017). Limfociti T s 
površinskimi receptorji potujejo v bezgavke, kjer vzpostavijo stik z APC. Aktivacija 
limfocitov T zahteva tri signale. Prvi signal je vezava TCR in MHC z antigenom (peptidom) 
(Actor, 2014). Za vezavo so potrebne adhezijske molekule, ki okrepijo in podaljšajo stik 
MHC in TCR (LaRosa in Orange, 2008). Vezava MHC in TCR je nujno potrebna, a ne 
zadostna, da bi sprožila dogodke, ki vodijo do celovite aktivacije limfocitov T (Moticka, 
2016). Potreben je še drugi obvezen signal, ki je vezava kostimulatornih molekul. Tretji 
signal je proizvajanje citokinov, ki se sproščajo med srečanjem APC in limfocitov T (Actor, 
2014). Ob vezavi TCR in MHC se v jedru limfocita T inducira genska transkripcija, ki vodi 
do sinteze izločanja citokinov (Moticka, 2016). Tretji signal je odgovoren za diferenciacijo 
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limfocitov T. Ob izpolnitvi vseh pogojev limfocit T preide v aktivno obliko, se odzove ter 
izvrši svojo nalogo (Actor, 2014). Aktivirani limfociti T se razmnožujejo in tvorijo klone 
enakih antigen specifičnih limfocitov T (Moticka, 2016), ki so sposobni prepoznavati enak 
antigen (Delves in sod., 2017). Aktivacija limfocitov T zahteva veliko usklajenosti in 
energije (Maciolek in sod., 2014).  
 
 
Slika 3: Prikaz aktivacije limfocitov T ob srečanju APC in limfocita T (Actor, 2014).  
APC z molekulo MHC in peptidom prepozna limfocit T s specifičnim TCR. Za vezavo so pomembne 
adhezijske molekule, ki so prikazane v spodnjem delu slike. Poleg vezave MHC in TCR so za aktivacijo nujne 
tudi kostimulatorne molekule in sproščanje citokinov. Ob izpolnitvi vseh pogojev limfocit T preide v aktivno 
obliko.   
2.2 IMUNOTERAPIJA 
 
Adoptivna celična terapija z limfociti T je vrsta imunoterapije, ki omogoča, da se imunske 
celice soočijo z rakom. Trenutno obstajajo tri oblike adoptivne celične terapije z limfociti T: 
terapija z limfociti, ki infiltrirajo tumor (ali TIL), limfociti T z izraženimi T-celičnimi 
receptorji (TCR T) in celična terapija s himernimi antigenskimi receptorji limfocitov T 
(CAR T). TCR T in CAR T vključujeta gensko spreminjanje celic, medtem ko TIL tega ne 
vključuje (Rajčević, 2020). Vse pa vključujejo zbiranje lastnih imunskih celic, namnožitev 
celic in vitro in vračanje celic ponovno v telo pacienta (Nacionalni inštitut za raka, 2019). 
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Prilagodljivi imunski odziv limfocitov T sodeluje pri nadzoru širjenja virusa in rasti tumorja. 
Zato se razvija več protivirusnih in protitumorskih terapij, ki temeljijo na indukciji 
pridobljene imunosti pri bolnikih (Tuefel in sod., 2005). Za učinkovito celično imunoterapijo 
proti virusom in tumorjem je zaželeni cilj ustvarjanje velikega števila funkcionalnih antigen 
specifičnih limfocitov T in vitro (Mitchell in sod., 2008). 
 
2.2.1 Celice CAR T  
 
Terapija s celicami CAR T je vrsta zdravljenja, pri kateri se pacientovi limfociti T 
spremenijo/reprogramirajo v pogojih in vitro tako, da po vrnitvi v pacientov krvni obtok 
usmerjeno učinkujejo proti določenim rakavim celicam. Limfocitom T se v laboratoriju doda 
gen za izražanje specifičnega receptorja, ki se veže na specifičen antigen rakavih celic 
bolnika. Tako oblikovan receptor imenujemo himerni antigenski receptor (CAR) in je 
produkt sintezne biologije. Večje število teh celic vzgojijo v laboratoriju in vrnejo v krvni 
obtok pacienta z infuzijo (Nacionalni inštitut za raka, 2019). 
 
 
Slika 4: Postopek celične terapije s celicami CAR T (Nacionalni inštitut za raka, 2019).  
Na kratko (slika 4): pacientove celice so izolirane iz periferne krvi in spremenjene z 
vstavljenim receptorjem CAR. Da bi limfocite T preusmerili posebej na specifični antigen 
vnaprej določenih tkiv, so pacientovi limfociti T spremenjeni in vitro z umetno 
izoblikovanim receptorjem, znanim kot CAR. CAR posredujejo pri prepoznavanju protiteles 
in po sami vezavi aktivirajo delovanje limfocitov T. CAR je sestavljen iz polipeptidne verige 
in se veže na v naprej določeno tarčo z enoverižnim delom (lahka veriga) protitelesa 
spremenljive regije (scFv) v zunajceličnem delu in sproži aktivacijo limfocitov T 
(Chmielewski in Abken, 2015). CAR receptor vključuje ekstracelularno, transmembransko 
in intracelularno domeno. Ekstracelularna domena vsebuje regijo scFv, intracelularna pa je 
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sestavljena iz CD3-zeta signalne verige in kostimulatorne molekule, ki zagotovi nujni, 
dodatni signal za celovito aktivacijo limfocitov T. ScFv regija in kostimulatorne molekule 
so povezane v transmembranski domeni (Smith in sod., 2016). Limfociti T, oblikovani s 
takšnimi CAR, ki ciljajo na CD19, ki je membranski glikoprotein, značilen za vse limfocite 
B razen plazmatk, so pokazali varnost in robustno klinično učinkovitost pri zdravljenju 
CD19+ akutne limfoblastične levkemije. Pojavljajo se tudi nezaželeni učinki, ki zahtevajo 
klinično pozornost. Obsežna aktivacija limfocitov T, do katere lahko pride pri napadu na 
veliko število specifičnih malignih celic, je povzročila strupenost, povezano s citokini 
(Chmielewski in Abken, 2015). Procesu pravimo sindrom sproščanja citokinov − CRS 
(Maude in sod., 2015) ali sindrom prepustnosti žil, ki je posledica sproščanja toksičnih ravni 
protivnetnih citokinov, kot sta IFN-g in IL-6 (Chmielewski in Abken, 2015). Gre za 
pozitivno povratno zanko, kjer ob hudi infekciji aktivira veliko število levkocitov, ki 
sproščajo citokine, ti pa aktivirajo še več levkocitov in to zaznamo kot poplavo izločenih 
citokinov. Ti lahko povzročijo različne simptome, ki so podobni gripi, lahko pa v hujših 
primerih vodijo tudi do odpovedi organov (Maude in sod., 2015). Klinični simptomi 
vključujejo slabost, vročino, hipotenzijo in vaskularno popuščanje. Sama resnost vseh teh 
kliničnih težav pa je povezana z odmerkom vstavljenih celic CAR T in velikostjo ter 
obremenitvijo tumorja (Chmielewski in Abken, 2015). Odziv telesa lahko uporabimo tudi 
kot znak, da se je pacient sploh odzval na terapijo (Maude in sod., 2015). 
 
Trenutno se raziskuje več načinov varnosti in učinkovitosti za povečanje izvedljivosti in 
varnosti celic CAR T, vključno s preiskavo mehanizmov, ki uravnavajo obstojnost CAR T 
celic. Prenos imunskih celic, ki so obdelane z genskim inženiringom, kot oblika celične 
terapije je že bil preučen kot možnost zdravljenja virusa HIV in raka. Največ kliničnih 
podatkov z uporabo teh celičnih terapij je bilo pridobljenih s celicami anti-CD19 CAR T. 
CD19 se visoko in enakomerno izraža na vseh (zrelih in nezrelih) limfocitih B, začenja se 
že v zgodnjem razvoju in nadaljuje skozi vse zrele faze, razen v plazemskih celicah. Izrazi 
se tudi na malignih B celicah, ki se razvijejo v kostnem mozgu (akutna limfoblastična 
levkemija B celic – ALL) (Maus in June, 2016). Celice CAR T so pokazale izjemne rezultate 
pri bolnikih z B celično levkemijo in limfomom (Enblad in sod., 2015). Največji korak na 
področju zdravljenja s CAR T celično terapijo se je zgodil leta 2017, ko je Ameriška agencija 
za hrano in zdravila - FDA odobrila tovrstno zdravljenje akutne limfoblastične levkemije 
(ALL) (Zheng in sod., 2018). 
 
2.3 GENSKA TERAPIJA (VIRUSNE IN NEVIRUSNE METODE)  
 
Genska terapija je metoda zdravljenja, ki je bila prvotno namenjena zdravljenju dednih 
bolezni. Gre za zdravljenje z vnosom nukleinskih kislin in vivo ali in vitro (Brown, 2010). 
Trenutna večinska genska modifikacija limfocitov T vključuje vnos virusnih vektorjev v 
limfocite T. Z virusnimi vektorji dosežemo visoko učinkovitost prenosov genov in majhno 
verjetnost uničenja limfocitov T. Vendar ob uporabi virusnih vektorjev prihaja do nekaterih 
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pomislekov povezanih z naključno integracijo virusnih genov v genom organizma, zaradi 
katerih se kot primernejši pristopi kažejo nevirusne metode vnosov genetske informacije v 
tarčne celice, zlasti elektroporacija, ki je v zadnjem desetletju prevzela osrednjo vlogo 




Elektroporacija je pomembno orodje za dostavo nukleinskih kislin v celice, saj se lahko 
uporablja za najrazličnejše vrste celic (človeške, rastlinske, mikrobne in druge). Gre za 
fizikalno metodo za dostavo genov (Jordan in sod., 2008). Elektroporacija je postopek, pri 
katerem so celice izpostavljene nadzorovanemu električnemu pulzu, ki povzroči prehodno 
destabilizacijo celične membrane. V tem času so celice močno prepustne za eksogene snovi, 
kot so DNA, RNA, beljakovine, majhne molekule, ki vstopajo v celico med elektroporacijo. 
Tehnika je preprosta, hitra in ponovljiva. Ker se s tem načinom vse izpostavljene celice 
transficirajo sočasno, je metoda primerna zlasti za prenašanje velike količine genov. Sama 
elektroporacija je odvisna od jakosti polja in dolžine električnega pulza, pa tudi od vrste 
celic, kapacitete aparata, napetosti, volumna elektroporacijske mešanice, 
elektroporacijskega pufra in temperature. Pomemben dejavnik je tudi predpriprava, na 
katero moramo biti zelo pozorni (Heiser, 2000). 
 
Transfekcija mRNA je zelo obetavna rešitev pri spreminjanju hematopoetskih in imunskih 
celic za terapevtske namene (Rabinovich in sod., 2006). Pri tem postopku se mRNA 
neposredno prenese v citoplazmo, s čimer se izognemo zahtevi po translokaciji dedne 
informacije v jedro. Izognemo se tudi zajemanju in sproščanju endosomov, ki povzročajo 
nevšečnosti pri drugih transfekcijskih metodah, kot so kationski liposomi ali polimeri. 
Transfekcija mRNA ima tudi očitne prednosti v primerjavi z drugimi metodami v primeru 
nepomembnosti integracije transgena v genom. Omogoča neposredno uporabo transficiranih 
celic, kar omogoča takojšnje transfuzijsko zdravljenje (celoten postopek odvzema periferne 
krvi bolnikom, predelave in prenosa nazaj v bolnika se lahko zaključi že v nekaj urah). 
Preostale neuporabljene celice pa se lahko zamrznjene shranijo do morebitne naslednje 
uporabe. Že enkratna elektroporacija CAR mRNA v imunskih celicah lahko izrazi CAR in 
omogoči ubijanje ciljnih celic za 3 do 7 dni in vitro ter znatno zmanjša obremenitev tumorja 
in vivo. Za takšne terapevtske aplikacije mora biti zagotovljen velik volumen mRNA, ki 
zagotavlja večkratno odmerjanje transficiranih celic in s tem praktično podaljša učinek 
ubijanja celic (Li in sod., 2013). RNA elektroporacijo uporabljajo tudi v številne druge 
namene in v raziskavah v povezavi s številnimi IL (Rowley in sod., 2009). Da je metoda z 
uporabo mRNA varna in enostavna, pričajo številni poskusi na različnih tipih celic 
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2.4 mRNA  
 
Naloga mRNA je prenos informacij, zapisanih v genih do ribosomov na katerih prihaja do 
prevajanja teh zapisov v aminokislinsko zaporedje. Encim, ki sodeluje pri prepisovanju 
DNA v mRNA v procesu transkripcije, ki poteka v jedru, se imenuje polimeraza RNA. 
Polimeraza RNA se veže na mesto promotorja in se giblje vzdolž verige DNA, tako da vsakič 
na 3' konec RNA doda nukleotid, polimeraza RNA pa se giblje vzdolž DNA verige proti 5' 
koncu (slika 5). Ko je veriga prepisana do konca, se mora modificirati in izoblikovati. Sledi 
prenos v citoplazmo, nato pa proces translacije na ribosomih, kjer se mRNA zaporedje 
prevede v zaporedje aminokislin. Translacija je postopek, pri katerem sodelujejo tudi ostale 
vrste RNA (rRNA in tRNA) (Beck, 2018). Zaustavitev translacije je bistvena za številne 
vidike izražanja genov, saj opredeljuje meje prepisnih enot, ki narekujejo usodo RNA 
(Porriua in sod., 2016). Razvoj RNA sekvenciranja je omogočil lažji vpogled v razumevanje 
delovanja RNA. Različne študije so ugotovile, da različnost organizmov ni odvisna od 
velikega števila genov, ampak od ekspresije različnih transkriptov in proteinov točno 
določenih genov. Ti posttranskripcijski regulatorni mehanizmi razširijo kapaciteto 
genomskega kodiranja funkcije proteinov, njihovo stabilnost, lokacijo in ostale lastnosti (De 
Klerk in 't Hoen, 2015). mRNA je postala pomembna alternativa DNA kot orodje za 
reprogramiranje celic, predvsem zaradi enakomerne transfekcije celotne populacije celic. 
Namreč mRNA ostane v citoplazmi, DNA pa se mora za izražanje premakniti v jedro in 
vstaviti v genom celice, kar lahko povzroči neenakomernost izražanja (Rabinovich in 
Weissman, 2012).  
 
 
Slika 5: Postopek transkripcije in translacije ter končni nastanek beljakovin (Clancy in Brown, 2008).   
DNA se v postopku transkripcije s polimerazo RNA prepiše v mRNA. mRNA se na ribosomih v postopku 
translacije prevede v beljakovino.  
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2.4.1 Izražanje mRNA  
 
Nedavni tehnični napredek je razkril široko in redko spreminjanje mRNA z N6-
metiladenozinom (m6A), 5-metilcitozinom (m5C) in pseudouridinom (Ψ). Prvo 
modificirano RNA so odkrili že pred skoraj 60. leti, ko so analizirali RNA kvasovke. Od 
takrat dalje je razvoj napredoval in hitro so našli več kot 100 posttranskripcijskih sprememb, 
ki vplivajo na izražanje mRNA. V mRNA sesalcev m6A proizvajajo predvsem 
metiltransferazi METTL14 in MTTL3. Obe se povežeta z regulativno podenoto WTAP, da 
se tvori kompleks metiltransferaze, ki je velik 200 kDa. Metiltransferaze se vežejo na 
določena zaporedja na mRNA. Mesta na mRNA za metilacijo so močno zgoščena na 3' 
koncu. Zato ta porazdelitev kaže na funkcionalno povezavo med modifikacijami in drugimi 
koraki obdelave RNA. Mesto pseudouridina je veliko redkejše. M6A je dinamična 
modifikacija mRNA, ki se lahko encimatsko odstrani z encimom demetilaza (Gilbert in sod., 
2016). 
 
Na molekularni ravni lahko modifikacije mRNA vplivajo na večino posttranskripcijskih 
korakov v ekspresiji genov. Spremembe RNA lahko na splošno vplivajo na metabolizem 
mRNA in s svojimi učinki na strukturo RNA. Vse te modifikacije pa vplivajo na strukturo 
mRNA (Gilbert in sod., 2016). Na izražanje lahko vpliva tudi sekundarna struktura RNA 
(De Klerk in 't Hoen, 2015). S spreminjanjem dostopnosti vezavnih mest za regulatorne 
dejavnike je lahko učinek neposreden (npr.: zaviranje spajanja ali iniciacije prevajanja z 
blokiranjem dostopa do funkcionalnih skupin) ali posreden (npr.: m6A strukturna stikala, ki 
vplivajo na spajanje). Učinek posameznih sprememb je verjetno zelo odvisen od konteksta. 
Zato bo zelo pomembno uravnotežiti in poenotiti opise učinkov posameznih sprememb. Ko 
se bodo same raziskave premaknile toliko dalje, bo najbolj obetavno delo neposredno 
povezalo posamezne spremembe s celičnimi in organskimi fenotipi. Največja ovira za 
podrobne študijske raziskave pa je določitev, katere modifikacije in katera mesta modifikacij 
so najbolj biološko pomembna (Gilbert in sod., 2016). Druge spremembe in modifikacije 
mRNA tvorijo epitranskript, ki tvori naslednji nivo informacij pri nadzoru sinteze 
beljakovin. Študije so odkrile prisotnost več 10000 m6A mest v več kot 25 % človeških 
prepisov, zlasti v delih genoma z dolgimi eksoni, blizu stop kodonov in v 3' nekodirajočih 
regijah (3'UTR). Metilna skupina oslabi dupleks RNA. Predelava pre-mRNA v zrelo mRNA 
sestoji iz treh glavnih korakov: 5' »capping«, 3' poliadenilacija in spajanje. Prvotno je bilo 
mišljeno, da m6A deluje kot regulator za spajanje. Izvoz zrele mRNA iz jedra je ključni 
postopek, ki povezuje transkripcijo ter obdelavo v jedru in translacijo v citosolu in lahko 
selektivno modulira ekspresijo genov. M6A je namenjena spodbujanju izvoza mRNA. Z 
m6A je spodbujena tudi translacija z več različnimi mehanizmi. M6A pomaga oblikovati 
funkcijo celice in njeno identiteto. Sodeluje pri vzdrževanju cirkadianega ritma in 
uravnavanju celičnega cikla ter sodeluje pri stresnem odgovoru celice (Zhao in sod., 2016).  
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5' kapa zagotavlja zaščito pred eksonukleazami, hkrati pa spodbuja začetek prevajanja z 
vezavo iniciacijskega faktorja 4E (eIF4E). 5' kapo se lahko doda v procesu transkripcije in 
vitro (IVT), lahko pa posttranskripcijsko modificiramo mRNA in ji kasneje dodamo 5' kapo 
z encimi. V praksi se veliko bolj uporablja zanesljivejši in enostavnejši sistem dodajanja 
kape med samo reakcijo IVT. UTR's se nahajajo na vsaki strani odprtih bralnih okvirjev in 
nadzirajo učinkovitost prevajanja in stabilnost mRNA (Kwon in sod., 2018). Zelo 
pomemben proces za izražanje je tudi poliadenilacija. Ta poteka na 3' koncu RNA verige 
(De Klerk in 't Hoen, 2015), njegova dolžina pa določa stabilnost in učinkovitost prevajanja 
mRNA (Kwon in sod., 2018). Prepisi z repi poli A se med sabo razlikujejo po kodirajočih 
regijah (odvisno od lokacije na eksonu ali intronu) in po sami dolžini 3'UTR regije. Študije 
so pokazale zanimivo kombinacijo dolžine 3'UTR regije in izražanja mRNA. Nekatera 
človeška tkiva (npr.: možgani, pljuča in prsi) so obogatena z veliko transkripti s kratkim 
3'UTR, medtem ko nekatera druga (npr.: srce in skeletne mišice) vsebujejo malo transkriptov 
z dolgimi 3'UTR. V tkivih je povečano izražanje transkriptov s krajšimi 3'UTR. Vsi ti 
procesi, transkripcija, procesiranje RNA in translacija, so soodvisni procesi, ki se med sabo 
tesno povezujejo in dopolnjujejo (De Klerk in 't Hoen, 2015). Vizualizacija transkripcije v 
živih celicah nas je naučila, da so geni pogosto prepisani v delčkih, kjer se izmenjujejo 
aktivni in neaktivni geni periodično. Dinamika nastanka transkripcije je lahko vizualizirana 
in vivo s tehniko slikanja RNA ali s kratkoživimi proteinskimi reporterji. Težava s slikanjem 
je, da RNA ne nastaja ves čas, ampak je nastane več v transkripcijski aktivaciji, nato pa sledi 
transkripcijska inaktivacija (to se pojasni z aktivnim in neaktivnim promotorjem). Samo 1 
od 90 nastavljenih interakcij vodi do popolne mRNA, ki se izraža v celicah (Brouwer in 
Lenstra, 2019). 
 
Ko vstavimo mRNA v celico, se lahko zgodi, da jo celica zazna kot zunanjo RNA (podobno 
kot virusno) in sproži ustrezne obrambne mehanizme, ki onemogočijo izražanje mRNA. V 
tem primeru se lahko zgodi, da se tudi pravilno modificirana mRNA ne bo izražala v celici. 
To lahko rešimo z modifikacijo s pseudouridinom (Kwon in sod., 2018). mRNA, ki je 
modificirana s psedouridinom, poveča biološko stabilnost in s tem izboljša izražanje v celici. 
Te osnovne modifikacije lahko na mRNA dodamo z nukleotidi, ki imajo že dodani metilno 
skupino (Me-CTP) in pseudouridin (Pseudo-UTP). Za zanesljivo izražanje je potrebno s 
komercialnimi kompleti odstraniti 5'trifosfate, saj le-ti pogosto sprožijo imunski odziv celice 
in tako uničijo ves dosedanji trud z modifikacijami mRNA (Avci-Adali in sod., 2014). Po 
vstavitvi mRNA v celice jim pogosto dodajo rastne faktorje, citokine in transkripcijske 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL  
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1: Seznam laboratorijske opreme, s katero smo delali v laboratorijih.  
Aparature in pripomočki Proizvajalec 
Inkubator  HERAtherm 
Celični inkubator HERAcell 150i Thermo Fisher Scientific 
Centrifuga s hlajenjem 5804 R Eppendorf 
Centrifuga brez hlajenja Eppendorf 
Minicentrifuga Eppendorf 
Spektrofotometer BioPhotometer Eppendorf 
Brezprašna komora Ehret 
Digestorij  Kottermann 
Elektroporator NEON Transfection system Thermo Fisher Scientific 
Stresalni inkubator Thermo Fisher Scientific 
Invertni mikroskop Olympus 
Invertni fluorescenčni mikroskop s kamero Eclipse 
Ti – S 
Nikon 
Tehtnica Exacta 
Avtoklav 12L Certoclav  
Mikrocentrifugirke 1,5 ml in 2 ml Eppendorf 
Pipete (Pasteurjeve in serološke) Eppendorf 
Pipetni nastavki Eppendorf 
Kivete Eppendorf 
Bela podloga za delovne površine - 
Steklene čaše - 
Elenmajerce - 
Hemocitometer z objektnim steklom Hausser Scientific  
Steklene posode s pokrovi - 
Zaščitna halja in rokavice - 
Kadička za elektroforezo - 
Glavnik in kad - 
Ultravijolična luč Eppendorf  Biophotometer 
Mikrovalovna pečica Gorenje 
Ledomat  Icematic 
Kladivo - 
Hladilni nosilci - 
Steklene epruvete - 
Gojitvene posode s filtri (površina 25 in 75 cm2) Corning 
Gojitvene plošče s 6 in 12 vdolbinami  Corning 
pH meter Mettler Toledo 
Sterilne škarje - 
Sterilna pinceta - 
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3.1.2 Kemikalije in spojine  
 
Preglednica 2: Seznam kemikalij in spojin, ki smo jih uporabljali med delom. 
Kemikalija Proizvajalec 
Agaroza  Sigma 
TBE pufer  Gibco 
Barvilo Midori Green Advance  Nippon 
RNAzip  Thermo Fisher Scientific 
Kit za čiščenje  Nippon 
Kit za nukleotide  GE Healthcare 
Kloroform  Sigma 
Trizol  Thermo Fisher Scientific 
96% etanol  Merck 
Sterilna destilirana voda Braun 
Izolacijski pufri Qiagen 
Tripton   Fluka Analytical 
Kvasni ekstrakt  Sigma 
Natrijev klorid  Sigma 
Agar  Sigma 
Ampicilin  ZTM 
FCS Sigma 
DMSO  Sigma 
RPMI  Gibco 
Penicilin  Sigma 
Streptomicin  Sigma 
L-glutamin  Sigma 
PBS  ZTM 
dPBS  Gibco 
Nigrozin  Sigma 
Humano protitelo (IgG) proti človeškemu 
CD3 celičnemu označevalcu 
Miltenyi Biotech 
Barvilo 7-AAD Miltenyi Biotech 
Fikolin  Thermo Fisher Scientific 




Plazmide, ki smo jih pri našem delu uporabljali, smo dobili iz Odseka za sintezno biologijo 
in imunologijo, Kemijskega inštituta v Ljubljani: α-CAR-CD19 (slika 6), α-CAR-CD19-
GFP, pcDNA3-GFP ter pcDNA3-MCHERRY. Prva dva sta v približni velikost 8 kbp (cca 
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Slika 6: Plazmid, ki smo ga uporabljali med delom (plazmid α-CAR-CD19).  
3.1.4 Celice 
 
Celice, ki smo jih uporabljali, so bile večinoma humani limfociti T, nesmrtne celične linije 
Jurkat (slika 7). Za vajo smo pogosto uporabljali tudi limfocite B, celice celične linije Raji, 
poskuse pa smo izvajali tudi na enojedrnih celicah periferne krvi (PBMC), ki smo jih dobili 
na ZTM, Oddelek za preskrbo s krvjo (Mnenje Komisije RS za medicinsko etiko št 0120-
279/2017-3KME 74/06/17). Celice Jurkat smo gojili v gojišču RPMI-1640 z dodatki, ki so 
opisani v naslednjem poglavju 3.2.1. Dnevno ali na dva dni smo dodajali sveže gojišče in 
celice vzdrževali v koncentraciji od 1 x 105 do 3 x 106 celic na mililiter gojišča. Gojili smo 
jih pri 37 °C v inkubatorju s 95 % O2 in 5 % CO2 (ATCC, 2016).  
 
Slika 7: Slika celic Jurkat, narejena s faznokontrastnim mikroskopom (merilo prikazuje 100 μm).  
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3.2.1 Gojenje celic 
 
3.2.1.1 Odmrzovanje celic 
 
Delo je potekalo v brezprašni komori, v aseptičnih pogojih. Najprej smo pripravili 20 ml 
hladnega nekompletnega gojišča RPMI-1460 v centrifugirkah za eno ampulo celic, ki smo 
jih želeli odmrzniti. V naslednjem koraku smo vsebino ampul v mlačni vodi s krožnimi gibi 
odmrznili do stopnje, pri kateri je v sredini ampule še ostalo nekaj zamrznjene celične 
suspenzije. Preden smo ampulo prenesli v brezprašno komoro, smo jo obrisali z razkužilom. 
S pipeto smo 1 ml nekompletnega gojišča prenesli v ampulo. Nato smo suspenzijo celic in 
gojišče prestavili v 15 ml centrifugirko. Postopek odmrzovanja smo nadaljevali popolnoma 
enako: s pipeto smo 1 ml gojišča prenesli v ampulo in preostalo suspenzijo celic z gojiščem 
prestavili v centrifugirko. Postopek smo ponavljali, dokler ni bila prenešena celotna 
suspenzija celic iz ampule v centrifugirko z gojiščem. V primerjavi z zamrzovalnim medijem 
s celicami v ampuli, so se celice zelo razredčile v centrifugirki z gojiščem, s tem pa smo 
zmanjšali koncentracijo krioprotektanta DMSO, ki je toksičen za celice. Nato smo jih 
centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Supernatant smo odstranili in pelet resuspendirali v 
kompletnem gojišču (priprava kompletnega gojišča opisana v poglavju 3.2.1.3). 
Resuspendirane celice smo prestavili v gojitvene posode s filtri T25 (25 cm2). Optimalen 
volumen v gojitveni posodi T25, v katerem celice najbolje uspevajo, pa je 5−6 ml 
kompletnega gojišča. Celice smo gojili v inkubatorju. Najprej smo jih še prešteli, v dnevu 
ali dveh po namnožitvi pa precepili.  
 
3.2.1.2 Zamrzovanje celic 
 
Zaželena koncentracija celic pri zamrzovanju je 5 x 106 celic na ml zamrzovalnega medija. 
Glede na lastnosti celic se lahko te vrednosti tudi spreminjajo. Pripravili smo ohlajeno 
raztopino 90 % fetalnega telečjega seruma (FCS) in 10 % DMSO kot krioprotektanta. Nato 
smo ohlajene celice centrifugirali 5 minut pri 490 x g in 4 °C. Supernatant smo odstranili in 
pelet celic resuspendirali v ustreznem volumnu zamrzovalnega medija. V vsako ampulo smo 
prenesli od 0,5 do 1 ml pripravljene mešanice celic in medija. Ta del smo poskušali narediti 
čim hitreje, da bi zmanjšali kontakt toksičnega DMSO in celic pri temperaturi nad 0 °C. Ko 
so bile ampule napolnjene in zaprte, smo jih prestavili na −70 °C, po nekaj dneh pa v 
kriobanko v tekoči dušik na −195 °C.   
 
3.2.1.3 Namnoževanje celic 
 
Za 100 ml raztopine 10 % FCS smo v stekleno posodo odtočili 103,5 ml nekompletnega 
gojišča RPMI-1640 in 11,5 ml FCS. Dodali smo še 1,2 ml L-glutamina in po 0,4 ml 
antibiotikov penicilina in streptomicina. Ko so celice potrebovale nov medij, smo jih bodisi 
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centrifugirali in spirali s PBS bodisi pustili stati v brezprašni komori in počakali, da so se 
celice posedle na dno. V slednjem primeru smo nato s stripeto odstranili izčrpani medij nad 
celicami in dodali novega. Za namnoževanje celic smo te prestavili iz manjše v večje 
gojitvene posode. Uporabljali smo standardne posode različnih velikosti (T25 in T75) s filtri.   
 
3.2.1.4 Štetje celic 
 
Pri delu smo celice večinoma šteli ročno s hemocitometrom. Koncentracijo preštetih celic 
smo preračunali po enačbah (1), (2) in (3): 
 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 =
𝑣𝑠𝑜𝑡𝑎 𝑣𝑠𝑒ℎ ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣




š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑚𝑟𝑡𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 =
𝑣𝑠𝑜𝑡𝑎 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑚𝑟𝑡𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣











Rezultate živih in mrtvih celic smo dobili kot število celic na ml gojišča, medtem ko je 
viabilnost celic podana v %.  
 
Na hemocitometru sta dve mreži, vsaka je sestavljena iz devetih kvadratov, s skupno 
površino 1 mm2. Ko nanj nanesemo suspenzijo celic in jo prekrijemo s krovnim steklom, 
dobimo debelino prekata 0,1 mm, zato je volumen kvadra nad površino posameznega 
kvadrata 10-4 ml. Zaradi lažjega štetja celic so vogalni kvadrati razdeljeni na 16 malih 
kvadratkov. Pozorni smo morali biti na robove, saj celice, ki ležijo na robni črti, štejemo 
vedno le na dveh istih robovih. To nam nazorno prikaže slika 8, kjer na označenih zelenih 
robovih preštejemo celice, na rdečih pa jih zanemarimo. Suspenziji celic v števni komori 
hemocitometra smo dodali barvilo Nigrosin (0,2 % vodna raztopina), ki v žive celice ne 
prehaja, mrtve pa obarva temno.  
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Slika 8: Shematski prikaz hemocitometra, ki prikazuje pravilno štetje celic (Rachael, 2020). 
Hemocitometer je sestavljen iz 9 kvadratov, ki so dodatno razdeljeni še na 16 manjših kvadratov. Celice 
štejemo v kvadratih, pobarvanih z modro barvo. Pri štetju upoštevamo samo celice, ki so v celoti v kvadratu, 
in celice, ki se dotikajo dveh robov kvadrata (na sliki označeno z zeleno barvo). Celic, ki se dotikajo drugih 
dveh robov (na sliki označeno z rdečo barvo), ne štejemo zraven.  
 
Iz suspenzije celic smo v brezprašni komori odvzeli približno 1 ml vzorca in ga prenesli v 
čisto mikrocentrifugirko. Nadaljnje delo je potekalo na pultu, kjer smo v novo čisto 
mikrocentrifugirko razredčili celice z Nigrosinom do želene redčitve. Hemocitometer smo 
prekrili s krovnim steklom, ob rob katerega smo dodali kapljico obarvane suspenzije celic. 
Kapilarna sila je suspenzijo povlekla pod krovno steklo in omogočila enakomerno 
razporeditev celic v števnih komorah hemocitometra. Celice smo nato prešteli in po zgoraj 
opisanem postopku izračunali njihovo koncentracijo v suspenziji.  
 
3.2.1.5 Priprava bakterijskih gojišč  
 
Za tekoče gojišče smo v manjše steklene čaše najprej zatehtali 10 g triptona, 10 g NaCl in 5 
g kvasnega ekstrakta. Na zatehtane snovi smo nalili deionizirane vode do končnega volumna 
1000 ml. Mešanico smo s stekleno palčko čimbolj homogeno zmešali in avtoklavirali pri 
125 °C 20 minut. Ohlajenemu gojišču smo s sterilnima raztopinama NaOH ali HCl umerili 
pH = 7. Selekcijski označevalec antibiotik smo dodali ob uporabi gojišča. Običajno smo 
dodali ampicilin. Za trdno gojišče smo uporabili enak postopek, le da smo mešanici dodali 
15 g agarja. Preden se je gojišče ohladilo, smo ga nalili na označene petrijevke tako, da je 
gojišče pokrilo dno. Počakali smo, da se je strdilo in ohladilo, zaprli petrijevke in plošče 
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3.2.2 Priprava plazmidnega materiala 
 
3.2.2.1 Transformacija  
 
Želeni plazmid smo najprej namnožili. Iz −70 °C smo kompetentne celice E. coli DH5α 
prestavili na led in jih inkubirali 20 minut, da so se odtalile. Dodali smo jim 1 µl plazmidne 
DNA in inkubirali na ledu še 15 minut. V primeru neuspele transformacije smo postopek 
ponovili z večjo količino plazmidne DNA. Inkubaciji na ledu je sledil toplotni šok, ko smo 
celice prestavili na 42 °C za 90 sekund. Po toplotnem šoku smo celice prenesli nazaj na led 
in jih ohlajali vsaj 5 minut. Nato smo jim dodali 800 µl gojišča LB ter jih inkubirali 1 uro 
pri 37 °C v stresalniku pri 250 rpm. Po gojenju smo celice centrifugirali 10 minut pri 1500 
x g. Večino supernatanta smo odstranili (okoli 700 µl), pelet pa resuspendirali v ostanku. 
Celice smo nato prenesli na selekcijsko gojišče LB z ampicilinom in jih razmazali. Razmaz 
smo čez noč gojili na plošči LB v inkubatorju pri 37 °C. Naslednji dan smo preverili 
uspešnost transformacije. Če je bila transformacija uspešna, smo na plošči LB opazili 
kolonije celic, ki so pod selekcijskimi pogoji uspele zrasti. V primeru, da ni bila uspešna in 
nismo opazili nobene kolonije na plošči LB, smo postopek ponovili.  
 
3.2.2.2 Namnoževanje bakterijskih celic 
 
Po uspešni transformaciji je bilo potrebno celice namnožiti. S trdne plošče LB smo s konico 
sterilnega pipetnega nastavka prenesli kolonijo, ki se nam je zdela primerna, v 10 ml gojišča 
LB. Temu smo predhodno dodali ampicilin, do končne koncentracije 100 µg/ml gojišča. 15 
ml centrifugirko z gojiščem in pipetnim nastavkom s kolonijo smo inkubirali v stresalniku 
pri 37 °C in pri 250 rpm preko noči. Če so se celice preko noči namnožile, je bilo gojišče 
motno in postopek smo lahko nadaljevali. Vsebino smo prenesli v večjo količino gojišča LB 
z ampicilinom. Količina gojišča je bila odvisna od naslednjega koraka. Če je sledila izolacija 
plazmida z izolacijskim kompletom kemikalij Midi Kit, je bila ta 100 ml, pri kompletu Maxi 
Kit pa 500 ml gojišča s celicami. V obeh primerih je gojenje ponovno potekalo preko noči 
pri 37 °C in pri stresanju 250 rpm.  
 
3.2.2.3 Izolacija plazmidne DNA s kompletom Qiagen Plasmid mini/midi/maxi  
 
Po namnoževanju smo bakterijske celice zbrali in jih centrifugirali 15 minut pri 6000 x g in 
pri temperaturi 4 °C. Odstranili smo gojišče, pelet pa resuspendirali v pufru P1, ki lizira 
celice. Po temeljitem mešanju smo dodali še pufer P2. To zmes smo rahlo premešali. Sledila 
je inkubacija na sobni temperaturi približno 5 minut. Dodali smo pufer P3, vse skupaj pa 
smo ponovno rahlo premešali in inkubirali na ledu 15 ali 20 minut. Pufer P3 je namenjen 
precipitiranju DNA in proteinov, da lahko ločimo faze med sabo. Sledilo je centrifugiranje 
pri 4500 x g, 4 °C, 45 minut. Pred naslednjim centrifugiranjem smo suspenzijo spustili skozi 
100 mikronsko sito, da so se na situ ujeli skupki celic. Bistro tekočino smo centrifugirali še 
20 minut pri 4500 x g in 4 °C. Med tem smo lahko pripravili in ekvilibrirali priložene kolone. 
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Pufer QBT smo nalili v kolono in pustili, da je stekel skozi njo s pomočjo gravitacije. Ko 
smo imeli vse to pripravljeno, smo supernatant prelili v kolono in počakali, da so se plazmidi 
vezali na membrano, supernatant pa je stekel skozi v čašo, kjer smo zbirali ostanek. Sledilo 
je čiščenje s pufrom QC, postopek čiščenja smo ponovili dvakrat. V zadnjem koraku je 
sledila le še elucija s pufrom QF. Pri tem smo tekočino sprejemali v novo sterilno 
centrifugirko. Dodali smo še izopropanol in glikogen, ki je pelet obarval temneje in postal 
bolj viden. Centrifugirali smo 1 uro pri 4 °C in 4500 x g. V zadnjem koraku smo po odlitju 
supernatanta dodali še 70 % etanol in centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 15000 x g. Na koncu 
smo pelet posušili na zraku in ga resuspendirali v 50 µl vode brez RNaz in DNaz.  
 
3.2.2.4 Merjenje koncentracije na spektrofotometru 
 
Koncentracije plazmidov in mRNA v raztopini ter njihovo integriteto in čistost smo merili z 
merjenjem optične gostote (absorbance) pri valovnih dolžinah 230, 260, 280 in 320 nm na 
spektrofotometru. Produkt smo redčili, in sicer tako, da smo v čisto mikrocentrifugirko 
odpipetirali 49 µl destilirane vode in 1 µl našega vzorca ter dobro premešali. Vse skupaj smo 
prestavili v sterilno kiveto. Za pravilno meritev pa je bilo potrebno prej pomeriti še optično 
gostoto topila (voda). Spektrofotometer nam je na podlagi izmerjene optične gostote pri 
različnih valovnih dolžinah v topilu in vzorcu podal koncentracijo in čistočo vzorca.  
 
3.2.2.5 Čiščenje plazmidne DNA  
 
Če plazmidna DNA po izolaciji ni bila dovolj čista (glede na podatek optične gostote in sliko 
na agaroznem gelu), smo jo s pomočjo kompleta očistili. Kolono smo vstavili v novo 
centrifugirko in inkubirali pri sobni temperaturi minimalno 1 minuto, najpogosteje pa vsaj 
5. Sledilo je centrifugiranje pri 16000 x g 1 minuto. V naslednjem koraku smo spirali naš 
vzorec s pufrom, dodajali smo ga po 700 μl in 500 μl ter po vsakem dodajanju centrifugirali 
po 1 minuto. Pri zadnjem centrifugiranju, ki je potekalo 5 minut, pa smo centrifugirali prazno 
kolono, brez pufra, da se je vzorec osušil. Zadnji korak je bila elucija s pufrom in 
centrifugiranjem. Vzorec naj bi po tem postopku bil čistejši, a kot bo predstavljeno kasneje, 
nam to ni uspelo.   
 
3.2.2.6 Odparevanje vzorcev 
 
Ker smo imeli težave s čiščenjem vzorcev, smo se posluževali metode, s katero smo odvečno 
tekočino odparevali in tako skoncentrirali vzorec. Inkubator, ki je temperaturno uravnan na 
37 °C, smo očistili z alkoholom in vanj postavili odprte mikrocentrifugirke. Ves čas smo 
budno spremljali količino vzorca v mikrocentrifugirkah in koncentracijo merili na 
spektrofotometru, da ne bi slučajno izgubili preveč vzorca. Metoda se je izkazala za koristno 
in uspešno pri koncentriranju vzorcev in posledično tudi čiščenju.   
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3.2.2.7 Restrikcijska analiza plazmidne DNA  
 
Za potrditev izolacije pravega plazmida smo uporabili postopek restrikcijske analize, pri 
katerem smo plazmid cepili s specifičnim restrikcijskim encimom. S pomočjo plazmidne 
karte smo lahko predvidevali, kje in na kakšne restrikcijske fragmente bodo encimi cepili 
plazmid. Za restrikcijsko mešanico smo pripravili 1 µg plazmidne DNA, dodali smo ji še 
5 µl pufra (v končni mešanici je bil 1-krat redčen) in 1 µl izbranega encima. Vse skupaj smo 
do 50 µl dopolnili s sterilno vodo. Sledila je inkubacija pri 37 °C 1 uro, potem pa še 
inaktivacija encima v termobloku pri 65 °C ali 80 °C. Restrikcijske fragmente smo vedno 
preverili tudi na gelski elektroforezi. V našem delu sem ta postopek uporabila tudi za 
linearizacijo plazmida. Postopek je bil popolnoma enak, kot opisano zgoraj, le da smo morali 
paziti, da je restrikcijski encim rezal plazmid samo na enem mestu. Glede na to, da sta 
linearni in krožni plazmid enako velika, jih na gelu po elektroforezi lahko ločimo, saj 
potujeta različno hitro. Linearna oblika je zaradi strukture in razvejanosti malenkost 
počasnejša in zaostaja za krožnim plazmidom. Uporabili smo restrikcijske encime SalI za 
plazmida s CAR, EcorV za plazmid z rdečim markerjem in PstI za plazmid z zelenim 
markerjem.  
 
3.2.2.8 Priprava agaroznega gela in elektroforeza  
 
Vmesne produkte po izolaciji plazmida, restrikcijske fragmente, in vitro transkripcijo ter 
modifikacijo mRNA z repom poli A smo pregledali na agaroznem gelu. Za vsako 
elektroforezo smo gel pripravili na novo. V erlenmajerci smo pripravili 1% raztopino 
agaroze v pufru TBE in raztopino segrevali v mikrovalovni pečici. Ko se je agaroza stopila 
in delno ohladila, smo ji dodali še barvilo za DNA (barvilo Midori Green Advance DNA 
and RNA Stain). Na polimeriziran agarozni gel smo nanesli naš vzorec pomešan z 
nanašalnim pufrom. Elektroforeza je potekala 1 h pri 110 V. Pod UV lučjo smo preverili 
migracijo fragmentov. 
 
3.2.3 Priprava mRNA za elektroporacijo 
 
3.2.3.1 Transkripcija in vitro 
 
Po linearizaciji plazmidne DNA smo le-to prepisali v mRNA. Najprej smo naredili mešanico 
nukleotidov za naš vzorec in kontrolni prepis. Kontrola pri poskusu je gen za luciferazo v 
velikosti 1800 bp. Mešanico za nukleotide smo pripravili z 25 mM ATP, CTP ter UTP in 3 
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     Vzorec   Kontrola 
1. T7 5 x pufer   20,0 µl    4,0 µl 
2. Mešanica rNTPs  30,0 µl    6,0 µl 
3. DNA (5-10 ng) v dH2O 32,5 µl    1 µl + 7 µl 
4. Ribo m7G Cap Analog 7,5 µl    0 µl  
5. Encim mix (T7)  10,0 µl    2,0 µl 
Skupaj    100,0 µl   20,0 µl 
 
Po končani reakciji smo na gelski elektroforezi vedno preverili, kako uspešna je bila IVT. 
Pripravljene mešanice smo inkubirali pri 37 °C 4 ure. Potem smo dodali še »RNAqe Free 
DNase« (1 µl raztopine na 1 µg DNA) in ponovno inkubirali pri 37 °C 15 minut. Sledilo je 
še čiščenje oziroma ločevanje ostankov od čiste mRNA. V mešanico smo dodali enak 
volumen trizola (v našem primeru v mikrocentrifugirko z vzorcem 100 μl in v kontrolno 20 
μl) ter inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Dodali smo še 0,2 volumna kloroforma, rahlo 
premešali in inkubirali 2 do 15 minut, prav tako pri sobni temperaturi. Sledilo je 
centrifugiranje pri 4 °C in 1200 x g, 15 minut. Med centrifugiranjem so se ločile tri faze. 
Spodnja je bila rdeča organska faza, ki je vsebovala proteine, zgornja faza pa je bila 
brezbarvna z RNA. Vmesna faza je vsebovala še zadnje fragmente DNA. Zgornjo fazo smo 
previdno prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali še 1 µl glikogen ter 0,5 volumna 
prvotne IVT mešanice 2-propanola. Inkubacija je potekala 5 do 10 minut pri sobni 
temperaturi. Nato smo RNA z glikogenom in 2-propanolom centrifugirali 10 minut pri 4 °C 
in 12000 x g. Zavrgli smo supernatant in pelet resuspendirali v začetnem volumnu IVT 
mešanice 75 % etanola. Na vrsti je bilo le še zadnje centrifugiranje (12000 x g pri 4 °C, 5 
minut), odstranitev supernatanta in sušenje peleta. Izmerili smo koncentracijo RNA na 
spektrofotometru. 
 
3.2.3.2 Poliadenilacija mRNA 
 
Za funkcionalno delovanje mRNA je poleg 5' kape, ki smo jo dodali v postopku IVT, 
potrebno dodati še rep poli A. Tega smo dodajali s pomočjo kompleta, ki na mRNA doda 
rep poli A. Reagente smo imeli med delom ves čas na ledu, delo je potekalo v brezprašni 
komori. V čisto mikrocentrifugirko smo poleg 20 µl vzorca dodali še 36 µl »Nuclease Free« 
vode, 20 µl 5x E-PAP pufera, 10 µl 10 mM MnCl2 in 10 µl 10 mM ATP. Shranili smo alikvot 
za preverjanje na agarozni elektroforezi. Dodali smo še 4 µl encima E-PAP, ki na konec 
mRNA verige pripenja nukleotide ter ustvari rep poli A, in vse skupaj inkubirali pri 37 °C 1 
uro. Po inkubaciji smo preverili uspešnost reakcije na gelu. Če se je rep poli A pravilno 
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3.2.3.3 Čiščenje nevezanih nukleotidov in nečistoč 
 
Kolone s kompleta smo pripravili po navodilih proizvajalca (GE Healthcare). Nato smo na 
sredino kolone nanesli 50 µl vzorca in jo prestavili v čisto mikrocentrifugirko. Sledilo je 
centrifugiranje 2 minuti pri 735 x g. Čist vzorec prepotuje skozi kolono in membrano, 
nečistoče in nukleotidi pa ostanejo vezani na membrano.  
 
3.2.4 Elektroporacija  
  
Elektroporacija je proces, pri katerem s pomočjo električnega toka v želeno tarčno celico 
vstavljamo pripravljene konstrukte. V našem primeru smo v celice Jurkat vstavljali 
funkcionalno prepisano mRNA. Preštete celice (0,4-1 x 106 celic na ml) smo v brezprašni 
komori prestavili v 15 ml centrifugirko in jih centrifugirali pri 400 x g 5 minut. Odstranili 
smo supernatant in pelet celic resuspendirali v sterilnem PBS. Ponovno smo celice 
centrifugirali 5 minut pri 400 x g ter odstranili supernatant. Nato smo pelet celic 
resuspendirali v pufru R, ki je namenjen različnim vrstam celic, med njimi tudi celicam 
Jurkat po navodilih proizvajalca (Neon, Invitrogen).  
 
3.2.4.1 Optimizacija pogojev elektroporacije  
 
Pogoje smo optimirali po navodilih proizvajalca s 100 nM koncentracijo mRNA (Neon, 
Invitrogen) in so predstavljeni v preglednici 3.  
 
Preglednica 3: Pogoji elektroporacije za optimizacijo (Thermo Fisher Scientific, 2014). 
Zaporedna 
številka poracije 
Moč pulza [V] Dolžina pulza [ms] Število pulzov 
1 Kontrola  Kontrola Kontrola 
2 1400 20 1 
3 1500 20 1 
4 1600 20 1 
5 1700 20 1 
6 1100 30 1 
7 1200 30 1 
8 1300 30 1 
9 1400 30 1 
10 1000 40 1 
11 1100 40 1 
12 1200 40 1 
13 1100 20 2 
14 1200 20 2 
15 1300 20 2 




Plesnik K. Izražanje mRNA himernih antigenskih receptorjev v limfocitih T.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2021 
 
Nadaljevanje preglednice 3: Pogoji elektroporacije za optimizacijo (Thermo Fisher Scientific, 2014). 
 
17 850 30 2 
18 950 30 2 
19 1050 30 2 
20 1150 30 2 
21 1300 10 3 
22 1400 10 3 
23 1500 10 3 
24 1600 10 3 
 
S pipetnim nastavkom z volumnom 100 μl smo elektroporirane celice prestavili v gojitveno 
ploščo z že ogretim kompletnim medijem (2 ml). Plošče smo postavili v inkubator in celice 
gojili pri 37 °C.   
 
3.2.5 Preverjanje luciferazne aktivnosti  
 
Gen za luciferazo nam je služil za kontrolo pravilnosti prepisovanja mRNA v postopku IVT, 
opisanem v poglavju 3.2.3.1. V primeru, da se gen prepiše popolnoma in funkcionalno, bi 
zaznali bioluminiscenco vzorcev. Aktivnost luciferaze smo preverjali na Kemijskem 
inštitutu (KI), kjer so analizo izvedli strokovnjaki s tega področja. Preden smo 
elektroporirane celice odnesli na KI, smo jih pripravili v gojitveni posodi. Na KI so v 
gojitveno posodo dodali mešanico z luciferinom, ki se v primeru pravilnega prepisa mRNA 
in vgradnje v genom transficiranih celic zazna kot spreminjanje luminiscence na napravi 
IVIS Lumina. Luciferin se ob prisotnosti ATP namreč spremeni v luciferil adenilat, ki pa 
reagira s kisikom v oksiluciferin, pri čemer nastaja svetloba, ki jo naprava zazna. 
  
3.2.6 Preverjanje uspešnosti elektroporacije in izražanja molekulskega konstrukta 
 
3.2.6.1 Mikroskopiranje  
 
Mikroskopiranje smo večinoma uporabljali za štetje in pregled celic. Na koncu poskusa pa 
smo potrebovali mikroskopiranje za določitev uspešnosti elektroporacije, saj so nekateri 
konstrukti vsebovali reporterski gen za zeleno ali rdečo fluorescenco. To smo uporabljali kot 
pozitivno kontrolo za uspešno elektroporacijo in vgradnjo mRNA v genom ter uspešno 
prepisovanje. Mikroskopirali smo z Nicon Eclipse Ti-S invertnim faznokontrastnim 
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3.2.6.2 Barvanje celic 
 
Pred pregledom celic na pretočni citometriji, smo jih pobarvali s posebnimi barvili. Barvali 
smo jih z barvilom 7-AAD, ki ne prehaja skozi membrane živih celic (Miltenyi Biotec, 
2020), nekatere pa smo barvali tudi s protitelesi, CD3-FITC, ki se vežejo na TCR in jih lahko 
spremljamo z zeleno fluorescenco (Miltenyi Biotec, 2020). Postopek smo začeli s 
centrifugiranjem, odlili supernatant in dodali 100 μl dPBS. Dodali smo še 2 μl barvila 
7-AAD ter vse skupaj dobro premešali in inkubirali v hladilniku 15 minut v temi. Sledilo je 
ponovno centrifugiranje, odlitje supernatanta ter resuspendiranje celic v 300 μl dPBS. 
Celicam z elektroporirano mRNA plazmidov α-CAR-CD19 in α-CAR-CD19-GFP smo 
dodali še protitelesa CD3-FITC (2 μl). Pripravljene celice smo do preverjanja na pretočni 
citometriji hranili v hladilniku.  
 
3.2.6.3 Pretočna citometrija 
 
Pretočna citometrija je postopek, pri katerem med sabo ločujemo celice ali jih preprosto 
samo zaznavamo s pomočjo fluorescence. Elektroporirane celice smo centrifugirali v 
steklenih odprtih epruvetah 5 minut pri 490 x g in jih pripravili za merjenje ter pobarvali po 
postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.2. Rezultati so bili podani v grafih, ki smo jih skupaj s 
specialistko na tem področju uredili. 
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Za lažje razumevanje naj pred samim začetkom podajanja rezultatov na kratko razložim 
spodnjo shemo:  
 
Slika 9: Shematski prikaz celotnega postopka dela. 
Plazmidno DNA smo linearizirali z restrikcijskom encimom. Linerani plazmid smo v postopku transkripcije 
in vitro prepisali v mRNA in dodali 5' kapo. mRNA smo dodatno modificirali z repom poli A in zrelo mRNA 
elektroporirali v celice celične linije Jurkat.  
 
Na zgornji shemi (slika 9) je na kratko opisan osnovni postopek dela, po katerem smo delali. 
Izbrani plazmid smo najprej z restrikcijskimi encimi cepili in kakovost preverili na gelu. 
Sledil je korak transkripcije in vitro, v katerem smo plazmidno DNA prepisali v enoverižno 
nemodificirano mRNA. Tej smo v nadaljevanju dodali še 5' kapo in rep poli A, ki sta 
potrebna za pravilno izražanje mRNA v celicah. Takšna mRNA je bila pripravljena, da smo 
25 
Plesnik K. Izražanje mRNA himernih antigenskih receptorjev v limfocitih T.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2021 
 
jo lahko elektroporirali v celice Jurkat, kjer se naključno zvije in začne prepisovati ter 
izražati. Vmesni koraki so bili preverjeni na agaroznih gelih in spektrofotometru.  
 
4.1 KVALITETA IZOLIRANIH PLAZMIDOV 
 
Po izolaciji smo preverili kvaliteto plazmida na gelski elektroforezi in spektrofotometrično. 
Na gelu smo lahko preverili, kakšna je velikost našega plazmida, vrednosti na 
spektrofotometru pa so nam pokazale količino, integriteto in čistočo vzorcev. Na začetku je 
bilo nekaj težav s čistočo, ki smo jih s pomočjo čiščenja odpravili. Normalne vrednosti 
A260/A280 so > 1,8 (dobimo podatek o kontaminaciji DNA s snovmi, ki absorbirajo 
svetlobo pri 280 nm), A260/A230 pa od 2,0 do 2,2 (dobimo podatek o kontaminaciji DNA 
s snovmi, ki absorbirajo svetlobo pri 230 nm – organske snovi). Vse vrednosti so bile v 
pričakovanih okvirjih. 
 
Preglednica 4: Kakovost izoliranih plazmidov. 
Plazmid  A260/A280 A260/A230 Koncentracija 
plazmida [µg/ml] 
α-Car-CD19 1,79 2,18 430 
α-Car-CD19-GFP 1,72 2,19 3000 
pcDNA3-GFP 1,75 2,10 3500 
pcDNA3-MCHERRY 1,75 2,24 5900 
 
 
4.2 VIABILNOST CELIC PO ODMRZOVANJU 
 
Odmrznjene celice smo pregledali z mikroskopom in prešteli žive ter mrtve celice, da smo 
lahko izračunali njihovo viabilnost (razmerje med živimi in mrtvimi celicami). Na spodnjem 
grafu (slika 10) lahko vidimo, da je bila viabilnost ves čas visoka in zadostna, od 85 do 95 % 
(povprečno 83 %). V dveh primerih pa se je tudi zgodilo, da je viabilnost padla pod 50 %. 
V teh primerih si celice niso opomogle in smo jih morali zavreči. 
 

















Oznaka ampule s celicami
Viabilnost celic 
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4.3 IZKORISTEK ČIŠČENJA PLAZMIDOV 
 
Po izolaciji plazmidov in linearizaciji smo iz gela očistili DNA in jo s kolono zbrali v skupno 
raztopino. Pri tem delu smo imeli največ težav z nizkim izkoristkom čiščenja s kolonami 
(slika 11).V večini primerov ne presega niti 30 %, marsikje številke padejo pod 20 %. Le v 
nekaj primerih je izkoristek presegel 40 % in nam omogočil nadaljnje delo. Zaradi nizkega 
izkoristka čiščenja smo se odločili, da vzorcev ne izrezujemo z gela, ampak smo jih v celoti 
nanesli na kolone, očistili in zbrali vse oblike plazmida. Poskusili smo kolone treh blagovnih 
znamk in med njimi nismo zaznali bistvenih razlik. 
 
 
Slika 11: Izkoristek čiščenja DNA plazmida α-CAR-CD19.  
 
4.4 LINEARIZACIJA PLAZMIDOV  
 
Linearizacijo plazmidov z restrikcijskimi plazmidi smo izvedli po postopku, opisanem v 
poglavju 3.2.2.7. Na sliki 12 je z rdečo označen linearni plazmid. Na gelu vidimo pod 
označenim delom tudi liso plazmida v krožni obliki, ki se z restrikcijskim encimom v 
postopku restrikcije ni rezal. Krožni plazmid v gelu potuje hitreje kot linearni plazmid, ki se 
nepravilno zvija in zato potuje počasneje. Zaradi težav z vezavo plazmida na kolono za 
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Slika 12: Restrikcijska analiza lineariziranega plazmida α-CAR-CD19 na agaroznem gelu. 
S predstavlja standard (S=250 bp, 500 bp, 750 bp, 1 kbp, 1.5 kbp, 2 kbp, 2.5 kbp, 3 kbp, 4 kbp, 5 kbp, 6 kbp, 
8 kbp in 10 kbp).  
 
4.5 TRANSKRIPCIJA IN VITRO 
 
Po postopku IVT smo dobili na agaroznem gelu več lis, kar nakazuje, da se je linearen 
plazmid v postopku IVT prepisal v več fragmentih (slika 13). Z rdečo je na slikah gela 
označena lisa, ki ustreza pravilni velikosti prepisa plazmidov v mRNA. Ostale neoznačene 















Slika 13: Slika gelske elektroforeze plazmidov po transkripciji in vitro.  
Slika A: plazmid α-CAR-CD19. Slika B: plazmida α-CAR-CD19-GFP in pcDNA3-GFP. Slika C: plazmid 
pcDNA3-MCHERRY. Na slikah A, B in C črka K predstavlja kontrolo in črka S standard (S=500 bp, 1 kbp, 
2 kbp, 3 kbp, 5 kbp, 7 kbp in 9 kbp). 
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4.6 MODIFICIRANJE mRNA 
 
Na gelu pa smo spremljali dodajanje repa poli A, ki se na slikah gelske elektroforeze pozna 
kot podaljšek lise. Na sliki 14 so podaljški lise označeni z rdečo. 
 
 
Slika 14: Slika gelske elektroforeze po postopku dodajanja repa poli A na kontrolno mRNA luciferaze. 
S-standard, K1, K2 in K3-kontrole (luciferaza), 1, 2 in 3-dodan rep poli A na kontrole (S=500 bp, 1 kbp, 2 kbp, 
3 kbp, 5 kbp, 7 kbp in 9 kbp). . 
 
4.7 MERJENJE LUCIFERAZNE NEAKTIVNOSTI  
 
Z elektroporatorjem smo v celice vstavili kontrolno mRNA, na kateri je zapisan gen za 
luciferazo. Pred nadaljnjim delom smo najprej preverili prepisane kontrole (gen za 
luciferazo), saj smo sklepali, da bodo v primeru pozitivnih rezultatov tudi nadaljnji rezultati 
ostale mRNA elektroporirane v celice pozitivne in obratno, v primeru negativnih bodo tudi 
ostali negativni. Na spodnji sliki (slika 15) je gojitvena plošča z negativnimi rezultati brez 
zaznave svetlobe. To pomeni, da se gen za luciferazo ni prepisal in pravilno 
posttranskripcijsko modificiral, da bi se izražal v celicah Jurkat, zato ob dodatku luciferina 
ni potekla reakcija, v kateri se oddaja svetloba. Takšni rezultati so bili pri vseh jamicah in 
pri vseh pogojih, ki jih optimizacija elektroporacije zahteva. To kontrolo smo uporabili kot 
kontrolo uspešne IVT in posttranskripcijske modifikacije z dodatkom repa poli A. 
 
Slika 15: Kontrolna plošča po merjenju bioluminiscence (ni zaznane nobene svetlobe). 
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4.8 ELEKTROPORACIJA mRNA PLAZMIDOV V  CELICE JURKAT  
 
Elektroporacijo smo izvedli pod pogoji, ki jih zahteva optimizacija, in celice spremljali z 
mikroskopom. Celice z zapisom za reporterski gen GFP in MCHERRY smo uporabili kot 
kontrolne plazmide. V primeru izražanja mRNA bi se celice pri pregledu z mikroskopom 
svetile bodisi zeleno ali rdeče. Pri dveh pogojih smo zaznali nekaj celic, ki so svetile zeleno, 
rdečih celic nismo videli. Na spodnjih dveh slikah (slika 16 in 17) so vidne celice, ki so 
oddajale šibko barvo (celice, označene z rdečo barvo), zraven pa je dodana še slika, slikana 




Slika 16: Celice Jurkat po elektroporaciji z vstavljeno mRNA plazmido α-CAR-CD19 (merilo prikazuje 
100 μm). 
Slika A prikazuje celice celične linije Jurkat, slikane v vidnem polju s faznokontrastnim mikroskopom. Na 
sliki B so celice Jurkat, slikane s filtrom FITC, kjer zaznamo zeleno fluorescenco v celicah, ki izražajo 
molekulski konstrukt α-CAR-CD19. Slika C so celice, slikane s filtrom DAPI. Slika D sta združeni sliki A in 
B. Z rdečo sta označeni celici, ki izražata mRNA plazmida α-CAR-CD19. 
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Slika 17: Celice Jurkat po elektroporaciji z vstavljeno mRNA plazmida α-CAR-CD19 (merilo prikazuje 
100μm). 
Slika A so celice celične linije Jurkat, slikane v vidnem polju s fazno-kontrastnim mikroskopom. Na sliki B so 
celice Jurkat, slikane s filtrom FITC, kjer zaznamo zeleno fluorescenco v celicah, ki izražajo molekulski 
konstrukt α-CAR-CD19. Slika C so celice, slikane s filtrom DAPI. Slika D sta združeni sliki A in B. Z rdečo 
sta označeni celici, ki izražata mRNA plazmida α-CAR-CD19. 
 
4.9 VIABILNOST CELIC PO ELEKTROPORACIJI 
 
Celice smo po elektroporaciji analizirali s pretočno citometrijo. Poleg vseh ostalih podatkov 
smo dobili tudi informacijo o viabilnosti celic po elektroporaciji. Podatki so podani v spodnji 
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1 86 86,6 90,9 88,1 
2 86 87 90 87,2 
3 84,9 86,9 98,9 87,1 
4 85,1 86 88,5 86,4 
5 83,5 79,4 88 85,7 
6 87,4 90,4 90,8 88 
7 86,6 86,9 89 88,7 
8 85 84,7 88,1 87,3 
9 86,3 85,8 87,8 88 
10 85,5 85,4 90,6 87,4 
11 85 85,6 90,2 86,8 
12 86,3 83,4 89,2 84,7 
13 87,6 83,6 88,2 85,1 
14 85,5 82,1 82,9 82,8 
15 76,3 46,5 87,3 78,9 
16 32,1 7,6 71,3 36,8 
17 86,6 81,5 86,2 79,8 
18 84,6 79,4 87,5 83,2 
19 83,9 62,7 88 82,6 
20 42,2 33,5 86,8 73,3 
21 86,7 78,9 88,1 83,4 
22 84 79,8 87,5 82,9 
23 78,3 65,8 87,4 65,7 
24 24,8 13,3 76,4 65,4 
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Slika 21: Graf viabilnosti celic Jurkat po elektroporaciji in vstavitvi mRNA plazmida pcDNA3-
MCHERRY. 
 
Glede na rezultate lahko sklepamo, da je viabilnost večine celic ostala visoka in primerna za 
nadaljnjo uporabo. Obstaja nekaj pogojev, ki vsem celicam ne ustrezajo. Pri 1400 V in dveh 
pulzih, ki trajata 20 ms, je viabilnost celic zelo majhna. Celice tudi slabo prenašajo 1600 V 
s tremi 10 ms pulzi.  
 
4.10 USPEŠNOST IZRAŽANJA mRNA 
 
Uspešnost transfekcije z mRNA smo deloma preverili z mikroskopom, glavni del pa smo 
preverili s pretočno citometrijo. V spodnji tabeli (preglednica 8) so podani podatki. Rezultati 
so podani v % celic, ki so izražale molekulski konstrukt. Pričakovali smo, da se bo mRNA 
izražala v vsaj 10 % celic (hipoteza 2), a smo v večini primerov dobili rezultate, ki kažejo, 
da se mRNA ne izraža. Nekoliko boljši rezultat smo dobili pri vnosu mRNA α-Car-CD19 
plazmida (slika 22 in 23), ki se je pod dvema pogojema izražala v 22 % in 40 % celic Jurkat. 
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1 0,2 0,2 0,0 0,0 
2 0,3 0,2 0,1 0,0 
3 0,3 0,2 0,0 0,0 
4 0,3 0,3 0,0 0,0 
5 0,2 0,8 0,1 0,0 
6 0,5 0,1 0,1 0,0 
7 0,8 0,2 0,0 0,0 
8 0,2 0,2 0,0 0,0 
9 0,2 0,4 0,1 0,0 
10 22 2,7 0,0 0,0 
11 40,2 0,2 0,0 0,0 
12 1,0 0,6 0,0 0,0 
13 0,4 2,3 0,2 0,0 
14 1,5 0,5 0,1 0,0 
15 0,5 2,4 0,1 0,0 
16 0,8 0,3 0,2 0,0 
17 0,2 0,2 0,0 0,0 
18 0,2 0,2 0,0 0,0 
19 0,2 0,3 0,0 0,0 
20 1,8 0,8 0,1 0,0 
21 3,2 0,5 0,0 0,0 
22 1,3 2,7 0,0 0,0 
23 0,5 0,3 0,1 0,0 
24 1,8 0,9 0,1 0,0 
 
Podatki v tabeli so pridobljeni na podlagi rezultatov pretočne citometrije. Predstavljeni so 
kot % celic, v katerih je bilo opaženo izražanje mRNA molekulskega konstrukta.  
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Slika 23: Rezultati pretočne citometrije in izražanje molekulskih konstruktov. 
Slika A predstavlja celice Jurkat z mRNA pcDNA3-MCHERRY, slika B pa z vstavljeno mRNA 
plazmida pcDNA3-GFP. Pri obeh opaženo 0 % izražanje. Na slikah C in D so celice Jurkat z vstavljeno 
mRNA plazmida α-CAR-CD19, kjer smo zaznali 40,2 % (slika C) in 22 % (slika D) izražanje.  
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Kot je v rezultatih navedeno in prikazano na sliki 11, je bil izkoristek čiščenja linearnega 
plazmida iz gela zelo nizek. Najprej smo pomislili, da gre za težavo z velikostjo plazmida, a 
smo to kasneje na podlagi priloženih navodil poleg kolon zavrgli. Očitno gre za samo 
sestavo, ki nam je onemogočila, da bi se plazmid vezal na membrano. Da bi potrdili našo 
domnevo, da se plazmid ne veže na membrano kolone, smo po postopku čiščenja plazmida 
na gelsko elektroforezo nanesli tudi vse pufre, ki smo jih uporabljali pri čiščenju. Opazili 
smo, da plazmid ostane v »Binding pufru« (vezavni pufer), torej se že v prvem koraku ne 
veže na membrano kolone. S tem smo velike količine vzorcev izgubljali. Težavo smo 
reševali deloma z združevanjem vzorcev, deloma pa z zgoščevanjem in odparevanjem v 
inkubatorju. S tem smo se znebili odvečne vode in skoncentrirali vzorec. 
 
Po takšni pripravi plazmida je sledilo delo z mRNA, ki je zelo občutljiva zaradi vseprisotnih 
RNaz, ki zelo hitro razgradijo mRNA. Vedno smo vzorcu dodajali RNA inhibitor in ga s 
tem poskušali zaščititi pred razkrojem. Zelo pazljivi smo bili pri pripravi delovne površine, 
a kljub temu seveda obstaja možnost razgradnje. Z dekontaminacijsko tekočino, ki odstrani 
RNaze s steklenih, plastičnih in drugih površin, smo delovno površino ter vse pripomočke, 
ki smo jih uporabljali, vedno očistili. Snovi smo tehtali in odmerjali v sterilnih čašah in 
posodah ter bili ves čas pozorni na rokavice in ostalo čistočo. Svojo opremo za delo z mRNA 
smo hranili posebej od ostale in jo primerno zaščitili. Po IVT pa smo naleteli na še dodaten 
problem, saj se plazmid ni prepisal v enem fragmentu prave velikosti. Najprej smo iskali 
vzrok težave v napačnem postopku ali napaki pri njegovi izvedbi. Po več ponovitvah smo 
spoznali, da je težava verjetno v konstruktu, saj se je vedno prepisal v enakih fragmentih. V 
plazmidnem zaporedju so namreč deli, ki jih RNA polimeraza zazna kot terminalne sekvence 
in na tem mestu zaključi prepisovanje, na kar lahko sklepamo s slike elektroforeze, kjer je 
jasno vidnih več lis, ki ustrezajo različnim velikostim prepisa (slika 13). To razlago bi lahko 
potrdili tudi s sekvenciranjem. Druga razlaga je povezana z napakami RNA polimeraze, ki 
lahko brez razloga na daljšem plazmidu zaključi prepisovanje sredi postopka. Priložena 
navodila proizvajalca trdijo, da naj bi ti kompleti prepisovali tudi do 14 kbp dolga zaporedja, 
a v našem primeru smo imeli težave že z manj kot 8 kbp. Tretja razlaga, zakaj se je v toliko 
delih prepisal plazmid, pa je, da so določeni deli zaradi šibkih vezi sami razpadli in se niso 
prepisali v obstojno mRNA. Na sliki 13 je z rdečo označen del, ki se je prepisal v pravi 
velikosti. Na ta del in na vse ostale smo pripeli 5' kapo in rep poli A ter s tem modificirali 
mRNA, da bi se karseda pravilno izražala v celicah. Med dodajanjem repa poli A nas je 
postopek vodil do inkubacije pri 37 °C, kjer je pogosto prišlo do razgradnje mRNA. Po 
nekaterih virih, ki pravijo, da je zelo pomembno, da se pravilno oblikujeta 5' konec in rep 
poli A, bi morali temu posvetiti veliko več časa (Zhao in sod., 2010). Kwon in sodelavci v 
raziskavah trdijo, da se lahko 5' kapa, ki jo dodamo v reakcijo IVT, vključi na konec mRNA 
z napačno orientacijo (»forward ali reverse«), kar bi onemogočilo aktiven začetek 
prevajanja. To težavo se da rešiti z nekaterimi sistemi, ki imajo na 5' kapi aktivno mesto na 
37 
Plesnik K. Izražanje mRNA himernih antigenskih receptorjev v limfocitih T.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2021 
 
obeh koncih in se tako izognejo težavi ob napačni vključitvi na mRNA. Različni »Cap« 
analogi lahko vplivajo na izražanje mRNA, zato lahko eksperimentiramo s substitucijami 
kisika na trifosfatnem mostu, z metilacijami in z oblikami fosforotioatnih struktur. Rep poli 
A lahko dodamo pred IVT (z metodo PCR naredimo na DNA osnovno verigo rep poli T) ali 
pa kot posttranslacijsko modifikacijo. Pristop, pri katerem pred postopkom IVT poskrbimo 
za pravilno dolžino repa poli A, je seveda ustreznejši in z njim lažje pravilno modificiramo 
mRNA (Kwon in sod., 2018). Že po 2 minutah po vstavitvi mRNA v celico lahko rep poli 
A razpade, če ni dovolj dolg in stabilen. V tem primeru ima mRNA lastnosti nemodificirane 
oblike mRNA, zato do njenega pravilnega izražanja ne more priti (Lee in Cohen, 2001). V 
zgornjih navedbah lahko najdemo veliko priložnosti za izboljšave morebitnih ponovnih 
poskusov. Potrebno bi bilo preveriti tudi orientacijo vstavitve 5' kape in potrditi, da se je le-
ta res vstavil na mRNA. Prav tako bi bilo potrebno preveriti dolžino repa poli A, da se 
izognemo prekratkemu repu in s tem nestabilni mRNA, ki razpade hitro po vstavitvi v celico. 
Primernejše bi bilo tudi ustvariti rep poli A pred samim postopkom IVT. Najlažje bi 
morebitne nepravilnosti preverili s sekvenciranjem, saj bi dobili točne podatke o mRNA. 
Dobili bi tudi podatke, ali je polimeraza res prepisala celotno plazmidno DNA, s tem pa 
ohranila pravilne bralne okvirje, ki kodirajo proteine. Določena stopnja napak polimeraz je 
pričakovana, če pa so te prevelike in spremenijo bralne okvirje, pa mRNA ne more kodirati 
proteina, s katerim spremljamo izražanje mRNA. 
 
S tehniko točkovnega nanosa »dot blot« so po nekaterih raziskavah v vzorcu zaznali prvotno 
dsDNA, ki bi se morala v postopku razgraditi. Odkrili so okoli 40 bp dolgo dsDNA, ki pa 
lahko ob vstopu v tarčno celico sproži imunski odgovor in zavračanje, posledično celica tudi 
mRNA ne sprejme, kot bi načrtovali. Najbolj zanesljivo bi se večine dsDNA rešili s 
čiščenjem s HPLC (Kariko in sod., 2011). Tudi v našem primeru ne moremo trditi, da smo 
odstranili popolnoma vso dsDNA, zato dodatno preverjanje ne bi bilo odveč. A na splošno 
velja, da ni izdelanega idealnega sistema za izražanje ciljnih beljakovin v celicah in tkivih. 
Med nastajanjem mRNA s postopkom transkripcije in vitro se lahko pojavijo številni 
dejavniki, ki vplivajo na biološko aktivnost mRNA (Kwon in sod., 2018).  
 
Ko je bila mRNA pripravljena za elektroporacijo, smo ta postopek prilagodili zaradi 
nevarnosti razgradnje mRNA. Če bi želeli, da bi bila mRNA obstojna, bi morali vzorec 
hraniti vsaj na ledu, a v skupni mešanici so tudi celice, ki pa po našem mnenju čakanja na 
ledu ne bi preživele. Zato smo morali pred vsako elektroporacijo posebej narediti mešanico 
celic in mRNA ter mešanico nemudoma elektroporirati. Čeprav smo bili pri tem zelo 
pazljivi, se je lahko zgodilo, da se je mRNA razgradila pred samim vnosom v celice, na kar 
kaže tudi veliko število negativnih rezultatov. Prvi negativni rezultati so se pojavili s 
preverjanjem uspešnosti pravilnega prepisa mRNA plazmida, ki kodira gen za luciferazo. V 
primeru pravilnega prepisa mRNA in izražanja bi se gen za luciferazo prepisal in to bi 
zaznali kot svetlobo. Ker so bili rezultati negativni, smo sklepali, da se je vsa mRNA 
nepravilno in nefunkcionalno prepisala. A kljub temu smo se odločili, da v celice vstavimo 
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ostalo mRNA. Vsak plazmid in vsak prepis v mRNA je lahko drugačen ter se drugače izraža. 
V hipotezi 2 smo predvideli, da bo raven izražanja konstruktov zaznana v > 10 % 
elektroporiranih celic. Pri pretočni citometriji smo pri dveh pogojih (razvidno s preglednice 
8) zaznali večji delež celic, ki so izražale konstrukt, zato lahko našo hipotezo potrdimo. 
Očitno sta ta dva pogoja za izbrano mRNA plazmida α-CAR-CD19 najboljša in bi ustrezala 
za nadaljnje delo z izoliranimi celicami. Do teh rezultatov smo prišli z optimizacijo 
elektroporacijskih pogojev, ki predstavlja osrednji del naloge. Veliko časa in materiala smo 
porabili, da smo prišli do pogojev, ki naj bi najbolj ustrezali uspešni elektroporaciji  
prepisanih plazmidov. Optimalne pogoje smo našli le pri mRNA plazmida α-CAR-CD19, 
pri ostalih, s katerimi smo delali, pa optimalnih pogojev nismo uspeli opredeliti. V želji, da 
bi se izražal molekulski konstrukt v več kot 10 % elektroporiranih celicah, bi lahko povečali 
količino vnesene mRNA. Do neke mere se lahko povečuje količina vstavljene mRNA in s 
tem se povečuje % izražanja. Ko pridemo do optimalne količine mRNA in izražanja, 
povečevanje le-te ne prinese boljših rezultatov (Avci-Adali in sod., 2014). 
 
V primerjavi naših rezultatov z drugimi študijami opazimo nizek delež celic, ki so izražale 
mRNA konstrukt v naši nalogi. V nekaterih študijah zasledimo tudi do 90 % (Zhao in sod., 
2006) ali celo 94 % (Almåsbak in sod., 2011) transgene ekspresije z 80 % viabilnostjo celic 
(Zhao in sod., 2006). Pri raziskavah o citomegalovirusu (CMV) pa so bili rezultati ekspresije 
le 10−15 % celic (Mitchell in sod., 2008). V večini primerov pa je uspešnost elektroporacije 
RNA večja v primerjavi z uspešnostjo elektroporacije DNA (Sæbøe-Larssen in sod., 2001).  
 
Ker elektroporacija vključuje prehodno tvorjenje por v celični membrani in ker uporaba 
električnega polja povzroči segrevanje celic, zlasti pri visoki jakosti polja, lahko 
pričakujemo, da bo temperatura postopka vplivala na učinkovitost preoblikovanja celic. 
Teoretično bi moralo ohranjanje celic pri nizki temperaturi med elektroporacijo zmanjšati 
segrevanje celic in s tem povečati sposobnost preživetja celic. Ohranjanje celic pri nizki 
temperaturi tudi po elektroporaciji bi moralo povzročiti, da pore ostanejo dalj časa odprte in 
se s tem podaljša čas, ko lahko molekule vstopajo v celice (Heiser, 2000). Brez tega podatka 
celic in mRNA nismo ohranjali na ledu, s čimer smo morda uničili mRNA.  
 
Obstaja tudi možnost, da se po pulzu zviša temperatura zaradi česar se med pulzom nastale 
pore hitro zatesnijo, kar poveča možnost preživetja celic. Poleg tega je za uspešnost 
elektroporacije pomembno, da je temperatura elektroporacijske mešanice enaka temperaturi 
samega postopka elektroporacije, zato pred postopkom temperaturo mešanice vedno 
prilagodimo. Ko uporabljamo enak plazmid, je priporočljivo mešanice pripraviti ločene za 
vsak poskus posebej, s čimer zmanjšamo število prenosov s pipeto in posledično izgubo 
vzorca. Priporočljivo je tudi ohlajanje celice na 0 °C, tako da jih pustimo nekaj časa na ledu. 
Kljub upoštevanju vseh zgoraj naštetih nasvetov, je povprečno preživetje celic po 
elektroporaciji 50 % (Heiser, 2000). Pri ekstremnimih pogojih pa je preživetje celic še 
manjše (razvidno s preglednice 7 in slik 18, 19, 20 in 21). Naših celic nismo opazovali na 
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dolgi rok, zato odstotka preživetja celic ne poznamo. K povečanju preživetja celic lahko 
pripomore tudi dodatek 0,5 % albumina brez RNaz v elektroporacijski pufer. Učinkovitost 
transfekcije bo sorazmerna s količino uporabljene mRNA, vendar se sposobnost preživetja 
ne bo spremenila v območju navedene količine RNA (Li in sod., 2013). 
 
Po vstavitvi v celice in pregledu z mikroskopom smo opazili, da se je nekaj mRNA 
funkcionalno prepisalo in prevedlo. Celice, v katere smo vstavili GFP, so pri pregledu z 
mikroskopom svetile. Zanimivo je dejstvo, da je bila fluorescenca zaznana v celicah, ki so 
bile na prvi pogled večje in so kazale znake pripravljanja na apoptozo. Opaziti je bilo zelo 
malo celic, ki so kazale šibko fluorescenco. Mogoče je lahko vzrok v tem, da so celice, ki 
smo jih uporabljali, hitro se deleče. Vstavljena mRNA namreč ne vstopa v jedro in se ne 
integrira v celični genom, temveč se začne prevajati v protein na ribosomih v citoplazmi. 
Celice se hitro delijo, dedni material se podvoji, mRNA v citoplazmi pa se naključno razdeli 
v eno izmed novo nastajajočih celic. Če se celice hitro delijo, se lahko vstavljena mRNA 
hitro izgubi med ogromnim številom hčerinskih celic ali pa jo veliko težje opazimo. Gre za 
episomalno izražanje, ki je v delečih se celicah prisotno 3 do 4 dni. Tudi s pretočno 
citometrijo je bilo zaznanih zelo malo tovrstnih celic. Za negativne rezultate je lahko veliko 
vzrokov. Že pred samo elektroporacijo se je lahko mRNA razgradila, morda ji niso 
odgovarjali elektroporacijski pufri oziroma sami pogoji elektroporacije. Naslednji vzrok je 
lahko v tem, da se mRNA ni izražala v vseh celicah ali pa se ni vsa pravilno modificirala. 
Modificiranje mRNA je zelo pomemben postopek, brez katerega se mRNA ne more izražati 
v celicah. Ker na postopek vpliva veliko dejavnikov, bi lahko v tem delu hitro našli vzroke 
za velik delež celic, ki niso izražale naših mRNA konstruktov. Glede na rezultate, ki smo jih 
dobili z mikroskopiranjem in pretočno citometrijo ter na podlagi vseh prejšnjih raziskav, 
lahko potrdimo hipotezo 1. V nekaj celicah se je pokazalo, da se je naš konstrukt izražal, kar 
lahko vidimo tudi na nazornih slikah 16 in 17. 
 
Zadnja hipoteza 3 trdi, da elektroporacija specifično spremeni fenotip celicam celične linije. 
To hipotezo na podlagi naših rezultatov potrdimo. Zaradi elektroporacije se celice zagotovo 
tudi mehansko poškodujejo, saj nekatere postopek poškoduje nepovratno. Fenotip pri 
celicah, ki so uspešno transficirane, pa je spremenjen z izražanjem α-CAR-CD19, s tem pa 
je dosežen tudi naš namen. Poškodbe celic po elektroporaciji dokažemo tudi s primerjavo 
slike 10 (viabilnost celic) in slik 18, 19, 20 ter 21 (viabilnost celic po elektroporaciji). Po 
elektroporaciji % viabilnosti rahlo pade (s povprečno 83 % na povprečno 79 %), pri 
nekaterih pogojih pa se drastično zmanjša (najslabša viabilnost 7,6 %). Elektroporacija 
vpliva na fenotip nekaterih celic in zmanjšuje celično viabilnost.  
 
Ob koncu lahko še razmislimo o izboljšavah in spremembah ob morebitni ponovitvi 
poskusov za optimizacijo postopka IVT, pri katerem bi se plazmid prepisal v mRNA v enem 
fragmentu pravilne velikosti. Menimo, da je bila največja težava delo z mRNA, saj je hitro 
razgradljiva in zelo občutljiva. Za pravilno rokovanje z mRNA je potrebno veliko znanja in 
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izkušenj, ki ga nam študentom primanjkuje. Pri tovrstnih optimizacijah je ključno veliko 
število ponovitev poskusov, ki pa je v nalogi zaradi težav s količino materiala žal nismo 
uspeli zagotoviti.  Pogoje elektroporacije smo namreč poskusili optimirati le enkrat, največ 
dvakrat, kar močno omejuje verodostojnosti rezultatov. Poleg samih pogojev elektroporacije 
bi bilo potrebno optimizirati tudi pogoje gojenja in proliferacije celic, ki imajo izražen 
molekulski konstrukt. Poleg naštetega bo za nadaljevanje dela v smeri dejanske uporabe 
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6 SKLEPI  
 
Namen naloge je bil prepisati molekulske konstrukte v mRNA in jo modificirati do te mere, 
da bi se izražala v celicah celične linije Jurkat. mRNA smo v celice vstavljali z metodo 
elektroporacije. Izražanje mRNA v celicah smo tudi dosegli in med samim delom prišli do 
določenih sklepov, ki jih lahko ob zaključku izpostavimo:  
 
• Z elektroporacijo lahko uspešno izrazimo konstrukte v celicah celične linije Jurkat. 
 
• Molekulski konstrukti se v redkih primerih izražajo v več kot 10 % elektroporiranih 
celic. V najboljših primerih se izražajo v 22 % in 40,2 %. 
 
• Nekaterim celicam po elektroporaciji se fenotip spremeni. 
 
• Najboljši pogoji, izmed vseh preizkušenih, za elektroporacijo mRNA plazmida α-
CAR-CD19 so 1000 V in 1100 V ter 40 ms dolžina pulza. V tem primeru preživi 
velik del celic in največji delež celic izraža mRNA. 
 
• Izmed vseh preizkušenih pogojev pri optimizaciji elektroporacije so se za najslabše 
izkazali pogoji, kot so 1400 V, dva pulza, ki trajata 20 ms. Celice slabo prenašajo 
tudi 1600 V s tremi 10 ms pulzi.  
 
• Za plazmide α-CAR-CD19-GFP, pcDNA3-GFP ter pcDNA3-MCHERRY nismo 
odkrili optimalnih pogojev elektroporacije, kjer bi se mRNA izražala v celicah. 
 
• Povprečna viabilnost celic po odmrzovanju znaša 83 %. Le-ta se po elektroporaciji 
zmanjša na 79 %, v najslabšem primeru pa celo na 7,6 %.  
 
• Za izražanje mRNA v celici je nujno potrebno, da se plazmidna DNA prepiše v 
mRNA fragment prave velikosti, torej v celoti. Ostali manjši fragmenti, ki nastanejo 
pri prepisu v mRNA, ne motijo nadaljnjih postopkov in izražanja mRNA v celicah.   
 
• Za pravilno delovanje in izražanje molekulskega konstrukta moramo imeti velik 
izkoristek čiščenja, izredno čisto in pravilno modificirano mRNA. 
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